OCHRONA SRODOWISKA

Vol. 31

Barbara Kotwzan

Nr2

Usuwanie zanieczyszczen naftowych z gruntu

W ostatnich latach nastapit szybki rozwdj technologii
oczyszczania wod 1 gruntow zanieczyszczonych produkta-
mi naftowymi, przy czym do najczgsciej wykorzystywa-
nych naleza technologie oparte na metodach biologicznych
[1-4]. Uwaza sig, ze sa one bardziej przyjazne Srodowi-
sku, a przede wszystkim tansze. Jedynym ograniczeniem
ich stosowania jest toksycznos¢ zwiazkow wchodzacych
w sktad produktéw naftowych, ktéra powoduje zahamowa-
nie procesu biodegradacji. Dlatego tez zabiegi bioremedia-
cyjne poprzedzone sg zwykle zebraniem wolnego produktu
naftowego z powierzchni ziemi lub wody oraz jego spo-
mpowaniem z warstwy wodonosnej, jezeli nastapito takie
zanieczyszczenie.

Podstawowa role w procesie biologicznego oczyszcza-
nia spetiaja mikroorganizmy zdolne do wykorzystania
weglowodoréw w charakterze zrodta wegla i energii [5-7].
Réznorodne technologie wykorzystuja biodegradacyj-
ng dziatalno$¢ mikroorganizméw oraz koncentruja si¢ na
zwigkszeniu wydajnosci juz istniejacych — lecz powolnych
— procesow samooczyszczania zachodzacych w przyrodzie
[8-9]. O szybkosci przebiegu proceséw biologicznego roz-
ktadu zanieczyszczen naftowych decyduja takie parametry,
jak [10-13]:

— liczba 1 aktywnos¢ degradacyjna drobnoustrojow,

— struktura chemiczna weglowodordw i ich toksycznosé
w stosunku do mikroflory,

— biodostgpnos¢ weglowodorow wynikajaca z ich roz-
puszczalnosci oraz sorpcji weglowodoréw w glebie,

— obecnos¢ odpowiedniego akceptora elektronow,

— sprzyjajace warunki srodowiskowe, takie jak tempe-
ratura, $wiatlo, pH, zawartos¢ tlenu, wilgotnos¢, potencjat
redoks,

— zawarto$¢ zwiazkow biogennych, tj. azotu i fosforu
iich wzajemne relacje oraz w stosunku do wegla pierwiast-
kowego wchodzacego w sktad weglowodordéw lub innych
zwiazkow organicznych obecnych w glebie,

— zawarto$¢ weglowodorow; za mate i zbyt duze steze-
nie substratu moze ogranicza¢ biodegradacje,

— obecnos¢ innych zrédet wegla niz weglowodory,

— obecnos¢ innych zwigzkow toksycznych i inhibituja-
cych proces.

Metody biologicznego oczyszczania mozna podzie-
li¢ w zaleznosci od obecnosci tlenu w §rodowisku na tle-
nowe, beztlenowo-tlenowe i beztlenowe [14]. Metody
rozktadu tlenowego naleza do najczgsciej stosowanych,
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gdyz umozliwiaja calkowita mineralizacj¢ zanieczysz-
czen. Drobnoustroje tlenowe wykorzystuja tlen czastecz-
kowy, jako akceptor elektrondw i wodoru oderwanego
od substratu. Zrédtem tlenu w procesach oddechowych
moze by¢ powietrze atmosferyczne dostajace si¢ do grun-
tu w sposob bierny lub wymuszony. Droga bierna polega
na naturalnej penetracji powietrza do gruntu z atmosfery,
natomiast aktywne zwigkszenie ilosci dostarczanego tlenu
moze odbywac si¢ poprzez mechaniczne przemieszanie po-
wierzchniowych warstw gruntu (bronowanie, oranie itp.),
wprowadzanie specjalnych perforowanych lanc wbitych
bezposrednio w grunt lub jego napowietrzanie za pomoca
pomp i dmuchaw. Ponadto wzbogacanie srodowiska w tlen
moze odbywac¢ si¢ przez zastosowanie nadtlenku wodoru,
ktéry rozktada si¢ w glebie do wody i tlenu [15]. W warun-
kach beztlenowych akceptorem elektrondw i wodoru ode-
rwanego od substratu organicznego mogg by¢ zwiazki mi-
neralne, takie jak azotany, siarczany czy weglany. W tym
przypadku rozktad mikrobiologiczny zanieczyszczen jest
jednak znacznie wolniejszy, a powstajace produkty moga
mie¢ charakter toksyczny. W niektorych sytuacjach, jak
w przypadku degradacji zwiazkow chloroorganicznych,
stosuje si¢ systemy mieszane beztlenowo-tlenowe. Pierw-
szy etap procesu odbywa si¢ w warunkach beztlenowych,
gdzie nastgpuje dechloracja zwiazku, natomiast etap drugi
(tlenowy) zapewnia ostateczng degradacj¢ zwiazku orga-
nicznego [16].

W zaleznosci od stopnia zanieczyszczenia oraz charak-
teru rekultywowanego srodowiska, bioremediacja moze
odbywaé si¢ metoda in situ (bioremediacja stymulowana
napowietrzaniem, bioremediacja stymulowana woda, ob-
robka agrotechniczna, fitoremediacja) lub ex situ (meto-
da rolnicza, pryzmowania oraz bioreaktorowa). Metody
in situ stosowane sg wowczas, gdy wystepuja zanieczysz-
czenia mato toksyczne, ktore nie stwarzajg zagrozenia oraz
w sytuacji, gdy nie ma niebezpieczenstwa migracji zanie-
czyszczen w srodowisku gruntowo-wodnym.

Szybkie i skuteczne przeprowadzenie procesu biore-
mediacji gruntu zalezy od liczebnosci i aktywnosci degra-
dacyjnej mikroorganizméw glebowych. Poczatkowa duza
liczebnos¢ mikroorganizmow w gruncie mozna osiagnac
przez wzbogacenie gleby w substancje biogenne i regu-
lacje innych parametréw Srodowiska decydujacych o ich
rozwoju oraz poprzez dodatkowe zaszczepienie gruntu
mikroorganizmami po ich uprzednim namnozeniu w bio-
reaktorze. W technologiach oczyszczania gruntu opartych
na metodach biologicznych wykorzystuje si¢ zar6wno mi-
kroorganizmy pochodzace ze srodowisk skazonych, jak
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1 szczepy przygotowane w wyspecjalizowanych laborato-
riach mikrobiologicznych. Uprzednio przeprowadzone ba-
dania wykazaly, ze najlepsze efekty uzyskuje si¢ stosujac
do inokulacji gruntu biopreparaty, w sktad ktérych wcho-
dza mikroorganizmy autochtoniczne. Obok duzej skutecz-
nosci biologicznego rozktadu zanieczyszczen stosowanie
tych preparatow jest takze bezpieczne z ekologicznego
punktu widzenia [17-19].

Celem przedstawionych badan byta ocena przebie-
gu procesu bioremediacji gruntu metoda pryzmowania,
przeprowadzona na podstawie analizy wskaznikow mi-
krobiologicznych i fizyczno-chemicznych gruntu oraz od-
cieku z pryzmy. Zadaniem prac bioremediacyjnych bylo
usunigcie produktow naftowych z gruntu zgromadzonego
na pryzmie, przy uwzglednieniu istniejacych na obiekcie
uwarunkowaniach natury technicznej, hydrogeologiczne;j
i biologiczne;.

Materiaty i metody

Badania mikrobiologiczne i fizyczno-chemiczne

Oznaczenia drobnoustrojow w gruncie dokonano meto-
da bezposredniego liczenia kolonii na ptytkach lub metoda
rozcienczen McCrady’ego, stosujac odpowiednie podtoza
hodowlane [17]. Wyniki analiz podano w postaci jednostek
tworzacych kolonie (jtk) w 1 g gleby lub najbardziej praw-
dopodobnej liczby bakterii (NPL) w 1 g gleby.

Aktywnos$¢ dehydrogenazowa gleby oznaczono zmo-
dyfikowana metoda wg [20], natomiast aktywnos$¢ katala-
zowg okreslono metoda manganometryczng wg [21].

Analizg fizyczno-chemiczna gleby oraz odciekdw z pry-
zmy wykonano zgodnie z obowiazujacymi procedurami
[22], oznaczajac przewodnos¢ wihasciwa, pH, zasadowos¢
og6lna, kwasowos¢, utlenialnos¢, BZTs ChZT, ekstrakt
eterowy, fosfor ogdlny, fosforany, chlorki, siarczany, azot
organiczny, azot amonowy, azotyny, azot ogolny Kjeldah-
la, azot ogdlny, sucha pozostato$¢, pozostalos¢ po praze-
niu, strat¢ prazenia, ciata rozpuszczone (ogoélne, mineralne
i lotne), zawiesiny (ogoélne, mineralne i lotne).

Analiza statystyczna wynikow zostata przeprowadzo-
na metodami analityczng i graficzna przy pomocy pakietu
Statgraphics [23].

Analiza produktow naftowych w gruncie

Zawartos¢ produktow naftowych w gruncie analizowa-
no na chromatografie GC FID z kolumna kapilarng o dhu-
gosci 25 m, w warunkach programowania temperatury:
30°C-5 min, 3°C/min, 240°C-10 min. Jako gaz nosny
uzyto hel, a do detektora — wodor i powietrze. Temperatura
detektora wynosita 300 °C. Analizg¢ jakosciowa wykonano
przy uzyciu aparatu GC/MS z kolumna kapilarng HP-5
o dtugosci 25 m z programowang temperatura wg [24-25].

Przygotowanie inokulantu

Biopreparato symbolu BIO2 zostat sporzadzony nabazie
bakterii naturalnie zasiedlajacych zanieczyszczony grunt.
Namnazanie inokulantu stosowanego w postaci zawiesi-
ny odbywalo si¢ wielofazowo i uwzglednialo stopniowa
zmian¢ skali hodowli. Do hodowli zastosowano podto-
ze mineralne zawierajace olej napedowy w charakterze
substratu pokarmowego. Pierwszy etap prac odbywat si¢
w skali laboratoryjnej, gdzie hodowlg-1 prowadzono w ob-
jetosci 1 dm? podtoza mineralnego, po czym cata objetosé

postuzyta do zaszczepienia hodowli-2 o objetosci 10 dm?,
prowadzonej takze w skali laboratoryjnej. Ostatni etap na-
mnazania inokulantu prowadzony byt w warunkach polo-
wych. Bakterie hodowano w bioreaktorach odpowiednio
napowietrzanych i zaopatrzonych w regulator pozwalajacy
na utrzymanie temperatury 20+2 °C. Reaktory zawieraty,
w zaleznosci od potrzeb, od 30 dm? do 500 dm? hodowli,
ktéra zostala uzyta bezposrednio do zaszczepienia gruntu.
Bakterie wprowadzono do gruntu po osiagnigciu przez ho-
dowle¢ poznej fazy wzrostu logarytmicznego.

Charakterystyka zanieczyszczonego gruntu
i uformowanie pryzmy

W literaturze $wiatowej coraz czg¢sciej wskazuje si¢ na
przydatnos¢ proceséw bioaugmentacji i biostymulacji do
szybkiego i skutecznego usuwania zanieczyszczen z grun-
tu [7-8]. Wyniki wiasnych badan laboratoryjnych i lizyme-
trycznych potwierdzity te doniesienia [17,18]. Zwrdcono
jednak uwage na konieczno$¢ dostosowania opracowanej
technologii oczyszczania do konkretnego przypadku zanie-
czyszczenia gruntu. Wymaga to znajomosci wielu parame-
tréw, w tym danych dotyczacych ilosci, rodzaju i rozmiesz-
czenia zanieczyszczen w gruncie, budowy geologicznej
terenu, polozenia warstw wodonos$nych i kierunku przepty-
wu wod gruntowych. Zastosowanie metod in situ mozli-
we jest tylko wowczas, gdy nie ma niebezpieczenstwa mi-
gracji zanieczyszczen lub ich metabolitow w $rodowisku
gruntowo-wodnym. W toku procesu rozktadu weglowo-
dorow powstaja polarne metabolity, przy czym wykazano,
ze niektdre z nich mogg by¢ bardziej toksyczne niz weglo-
wodory [26-27]. Ponadto drobnoustroje wykorzystywane
w procesach bioremediacji wytwarzaja wiele substancji po-
wierzchniowo czynnych, ktore zwigkszaja przyswajalnosé
weglowodordw, ale moga takze powodowac desorpcje za-
nieczyszczen z gruntu i utatwia¢ ich migracjg.

Coraz czgsciej do usuwania zanieczyszczen naftowych
z gruntu stosuje si¢ metod¢ pryzmowania. Odpowiednio
przygotowana pryzma zapewnia odizolowanie zanieczysz-
czonego gruntu od srodowiska i uniemozliwia rozprzestrze-
nianie si¢ zanieczyszczen. Wada tej metody jest koniecz-
no$¢ stosowania wymuszonego napowietrzania gruntu, co
znacznie zwigksza koszty oczyszczania. Czesto lokalne
warunki wymuszajq formowanie wysokich pryzm, ktorych
napowietrzanie jest szczegdlnie trudne. Takiego trudnego
zadania podje¢to si¢ na sktadowisku w Lezycy koto Zielonej
Gory, gdzie pryzma uformowana na niewielkiej powierzch-
ni miata wysokos¢ okoto 3 m. Grunt zgromadzony w po-
staci pryzmy pochodzit z rejonu stacji paliw ptynnych PKS
[28]. Przyczyna jego zanieczyszczenia byly nieszczelnosé
zbiornikdw oraz nicostrozne tankowanie produktow nafto-
wych. W toku modernizacji stacji paliw wydobyto zbiorni-
ki, a grunt znajdujacy si¢ w ich otoczeniu zostal usunigty
ze wzgledu na znaczne zanieczyszczenie benzyna i olejem
napedowym.

Wiasciwe prace bioremediacyjne poprzedzono przy-
gotowaniem terenu pod sktadowisko, uszczelnieniem dna
pryzmy, jej uformowaniem oraz odpowiednim wyposaze-
niem technologicznym terenu. Jako uszczelnienie zastoso-
wano geomembrang PEHD o grubosci 1,5 mm (czg$¢ bocz-
na) oraz 2,0 mm (czg$¢ denna). W ramach wymaganych
technologia prac oczyszczajacych na dnie tymczasowego
sktadowania zanieczyszczonego gruntu utozono dodatko-
wo warstwe trocin drzewnych, dzigki czemu geomembrana
stracita bezposredni kontakt z zanieczyszczonym gruntem
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Rys. 1. Schemat procesu bioremediacji metodg pryzmowania
Fig. 1. Flow diagram of bioremediation by the prism method

zawierajacym kamienie i drobny gruz. W celu dogodnego
odpompowania ewentualnych odciekow wykonany zostat
niewielki spadek dna sktadowiska. Uformowano pryzme
o szerokosci 10,5 m i dtugosci 27 m, gdzie zgromadzono
grunt o nastgpujacych parametrach:

— kubatura gruntu zanieczyszczonego: ok. 960 m?,

— zawarto$¢ zanieczyszczen w postaci weglowodo-
row naftowych (w przeliczeniu na sucha masg¢ gruntu):
68+3042 mg/kg,

—rodzaj gruntu: piasek gliniasty, gliny piaszczyste i py-
laste, gliny,

— wspotezynnik filtracji: 1,4-1075+7,6:107 m/s,

— pH odcieku z pryzmy: 6,09.

Charakterystyka biopreparatu

Do bioaugmentacji pryzmy zastosowano preparat za-
wierajacy mikroorganizmy autochtoniczne zasiedlajace
zanieczyszczony grunt. Selekcja mikroflory pochodzacej
7 zanieczyszczonego gruntu pozwolila na wyodrgbnienie
dwdch aktywnych degradacyjnie szczepow bakterii. Sku-
teczno$¢ biodegradacji oleju napedowego przez wyizolo-
wane bakterie po 21 d inkubacji w hodowli ptynnej wynio-
sta 82,1%. Wykazano, ze ptyn pohodowlany nie zawierat
substancji cytotoksycznych (test MTT) oraz o potencjal-
nych wilasciwosciach mutagennych i rakotwoérczych (test
Amesa). Badania diagnostyczne wykonane przy zastoso-
waniu testu ID 32 GN firmy Biomerieux wykazaty przy-
nalezno$¢ szczepow wchodzacych w sktad inokulantu do
dwoch gatunkow, tj. Stenotrophomonas maltophilia i Pseu-
domonas putida [17].

Technologia biologicznego oczyszczania gruntu

Zadaniem opracowanej technologii byto nie tylko usu-
nigcie zanieczyszczen, ale przede wszystkim — z uwagi na
usytuowanie pryzmy w poblizu terenéw miejskich — unik-
nigcie jakichkolwiek zagrozen zwiazanych z mozliwoscia
przedostania si¢ zanieczyszczen do Srodowiska. Podstawa
opracowanej technologii byto zapewnienie drobnoustrojom
degradujacym produkty naftowe optymalnych warunkow
wzrostu i rozwoju, takich jak natlenienie, pH, wilgotnosé¢
oraz odpowiednia zawarto$¢ biogenéw. Bioremediacjg
gruntu prowadzono wykorzystujac procesy beztlenowego
i tlenowego rozkladu substancji organicznych przez mi-
kroorganizmy. Schemat technologii bioremediacji gruntu
przedstawia rysunek 1.

Wiasciwe natlenienie gruntu uzyskano w wyniku za-
stosowania systemu rur drenazowych, przez ktére wtta-
czano powietrze. Polietylenowe rury drenazowe o $rednicy
80 mm umieszczono w obsypce trocinowej na dnie pryzmy
oraz na wysokosci 1,6 m. Powietrze z pryzmy kierowano
na filtr z weglem aktywnym (ok. 30 kg), co zabezpiecza-
o przed skazeniem otaczajacej atmosfery zwiazkami lot-
nymi uwalniajacymi si¢ z gruntu podczas przewietrzania.
Ponadto w gruncie umieszczono dodatkowo na glgbokosci
1,5+3,0 m lance wykonane z perforowanych rur winiduro-
wych, zapewniajace dostep powietrza, ktore stuzyly takze
do wprowadzania namnozonych bakterii oraz biogendw.
pH gruntu utrzymywano w przedziale 6+8, a jego wilgot-
nos$¢ wahata si¢ od 10% do 20% w zalezno$ci od warun-
kéw atmosferycznych. Nadmiar wody w okresie deszczo-
wym odprowadzany byt do trzech zbiornikéw paletowych
o pojemnosci 1 m? znajdujacych sie w poblizu pryzmy.
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Zebrany odciek shuzyt do namnazania bakterii, zraszania
pryzmy w okresach suszy oraz do rozpuszczania nawozow
mineralnych, w ktére wzbogacano grunt. W sytuacjach
awaryjnych niedobor wody uzupetniano poprzez zraszanie
gruntu wodg studzienng. Starano si¢, aby prowadzone za-
biegi technologiczne pozwolity na utrzymanie wilgotnosci
gruntu zblizonej do 50% WHC.

Skuteczne prowadzenie procesu bioremediacji wyma-
galo uzupelniania zawarto$ci niektorych zwigzkéw w grun-
cie, ktore sa niezbedne do zycia drobnoustrojow. Osiagnig-
to to przez sukcesywne wprowadzanie do gruntu azotanu
amonu i fosforanu amonu w postaci nawozdw mineralnych,
w ilosciach dobieranych na podstawie badan eksperymen-
talnych. Ostateczna zawarto$¢ azotu i fosforu w gruncie
ksztattowata si¢ zgodnie z proporcja C:N:P=100:10:1,
ktéra, jak wykazaly wczesniejsze badania, byla optymalna
w przypadku gleb lekkich [17].

Liczebnos¢ drobnoustrojéw degradujacych weglo-
wodory zwigkszono na drodze bioaugmentacji. Bakterie
wprowadzano do gruntu poprzez zraszanie biopreparatem
oraz wttaczanie go do glgbszych warstw gruntu systemem
lanc. Dzigki przyjetej technologii, charakteryzujacej si¢

zamknigtym obiegiem wody, unikni¢to wtoérnego zanie-
czyszczenia otaczajacego terenu toksycznymi zwiazkami
chemicznymi oraz mikroorganizmami uwalnianymi z pry-
zmy. Zatem gwarantowata ona duza skutecznos¢ i bezpie-
czenstwo. Biopreparat wprowadzano do gruntu okresowo
w ilosciach zapewniajacych NPL bakterii degradujacych
weglowodory w granicach 10%+10% kom./g. Wtasciwy
przebieg procesu oczyszczania gruntu zapewnial staly mo-
nitoring fizyczno-chemiczny i biologiczny.

Wyniki badan

Poczatkowazawarto$é zanieczyszczen w gruncie (odnie-
siona do suchej masy) byta nierownomierna — od 68 mg/kg
do 3042 mg/kg. Analiza jakosciowa wykazata, Zze zanie-
czyszczenia te stanowity weglowodory parafinowe (od Cy,
do Cjs), alkiloaromaty oraz zwiazki naftenowe. Wykryto
tylko $ladowe ilosci wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych. Ksztattowanie si¢ wybranych wskaznikow
jakosci gruntu przed bioremediacjg przedstawia tabela 1.

Tabela 1. Wybrane wskazniki jakosci gruntu przed bioremediacjg
Table 1. Some properties of soil before bioremediation

Punporisrony | MO || wiganoss | 2,05 | otamonowy | sty | it | L2
’ mg/kg mgTF/g-24h tys. jtk/g
P1/1 68 7,6 29,12 0,00030 0,0034 0,0017 10,108 22,3
P1/2 2404 7,4 21,44 0,00020 0,0234 0,0012 23,704 95,4
P1/3 1912 7,6 18,32 0,00010 0,0068 0,0058 24,906 117,4
P2/1 866 6,4 27,12 0,00040 0,0055 0,0010 28,605 103,0
P2/2 2006 7,2 13,38 0,00010 0,0113 0,0011 8,732 14,5
P2/3 3042 6,3 16,24 0,00020 0,0087 0,0010 11,227 24,3
P3/1 1004 6,7 12,33 0,00020 0,0062 0,0024 10,969 31,2
P3/2 1088 7,0 13,40 0,00004 0,0098 0,0013 15,537 43,2
P3/3 528 6,4 20,67 0,00005 0,0097 0,0010 8,130 12,3
P4/1 844 5,9 16,05 0,00030 0,0066 0,0011 5,506 8,7
P4/2 346 6,0 17,80 0,00004 0,0110 0,0016 27,616 112,0
P4/3 448 57 15,10 0,00003 0,0088 0,0010 7,527 14,2
Tabela 2. Wybrane wskazniki jakosci gruntu po bioremediaciji
Table 2. Some properties of soil after bioremediation
Purdpomirous | WSSOI | wigoose | p,0, | sestamorewy | mgny | ot | L8
’ mg/kg mgTF/g-24h tys. jtk/g
P1/1 <1 5,81 28,02 0,00040 0,0026 0,00560 8,008 27 200
P1/2 41,3 7,08 20,34 0,00010 0,0202 0,00050 22,564 324,5
P1/3 <1 7,97 19,22 0,00010 0,0717 0,00050 5,996 783,0
P2/1 33,2 5,78 28,02 0,00030 0,0065 0,00330 18,554 12 450
P2/2 35,9 7,18 12,28 0.00010 0,0220 0,00034 12,765 897
P2/3 48,7 6,94 17,04 0.00010 0,0382 0,00070 16,443 67,5
P3/1 <1 5,66 12,32 0,00030 0,0062 0,00130 9,879 33290
P3/2 2211 7,48 11,43 0.00005 0,0181 0,00030 13,879 98,7
P3/3 12,7 7,56 19,87 0,00005 0,0159 0,00020 10,768 77,3
P4/1 <1 5,66 14,04 0,00030 0,0062 0,00130 7,896 11 230
P4/2 11,9 7,75 11,79 0,00003 0,0140 0,00380 19,546 65,1
P4/3 186,8 7,75 15,06 0,00003 0.0140 0,00380 6,789 87,3
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Prace rekultywacyjne przeprowadzono w trzech fazach.
Fazg wstgpna rozpoczeto w okresie jesienno-zimowym.
Z uwagi na zblizajaca si¢ zimg prace zakonczono przykry-
ciem pryzmy folia z PEHD o grubosci 0,5 mm i 0,3 mm.
Stanowita ona izolacj¢ pozwalajaca na zatrzymanie ciepla
wewnatrz pryzmy i eliminowala dostep tlenu wraz z powie-
trzem atmosferycznym, umozliwiajac przebieg proceséw
beztlenowych. W okresie wiosennym nastgpnego roku roz-
poczeto wlasciwy proces bioremediacji w warunkach in-
tensywnego natlenienia (faza II). Przed przystapieniem do
bioremediacji wyznaczono podstawowe parametry grun-
tu majace zasadniczy wplyw na aktywno$¢ degradacyjng
mikroorganizmow glebowych. Faze III procesu stanowito
doczyszczanie gruntu, ktore polegato na stopniowym zbie-
raniu powierzchniowych warstw gruntu, gdzie oznaczona
zawarto$¢ produktow naftowych byta minimalna. Pozwoli-
fo to na odkrycie dolnych warstw gruntu, do ktérych dostep
tlenu byt wczesniej ograniczony. Przebieg procesu biore-
mediacji w warunkach polowych kontrolowano dokonujac
stalego monitoringu podstawowych wskaznikéow jakosci
gruntu. Probki gruntu do analizy pobierano w czterech wy-
znaczonych punktach pomiarowych (P1-P4) z powierzch-
ni gruntu oraz z glgbokosei 0,5 m, 1 m, 2 mi 3 m (tab. 2,
rys. 2 1 3). Najezgsciej dokonywano pomiaréw w punkcie
P2, gdzie zanieczyszczenie gruntu bylo poczatkowo naj-
wigksze. Wyniki badan monitoringowych pozwolily na
ptynne sterowanie procesem biodegradacji.

_/|Przed bioremediacjg,
3’1600 g
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Rys. 2. Srednia zawarto$¢ weglowodoréw naftowych w gruncie
na réznych gtebokosciach
Fig. 2. Petroleum hydrocarbons concentration in soil
at different depth
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Rys. 3. Srednia zawarto$¢ weglowodoréw naftowych
w gruncie (P2)
Fig. 3. Petroleum hydrocarbons concentration in soil
(measuring point P2)

Skutecznos$¢ biodegradacji zanieczyszczen naftowych
w gruncie roznita si¢ w poszczegdlnych fazach procesu
bioremediacji. Pierwsza faza odbywata si¢ w okresie zimo-
wym, w warunkach ograniczonego dost¢pu tlenu i niskich
temperatur gruntu. Pomimo warunkéw niekorzystnych
do rozwoju mikroorganizmow, uzyskano zmniejszenie

zawartosci zanieczyszczen naftowych w gruncie do prze-
dziatlu 33+2540 mg/kg. Najwigksza intensywnos$¢ prze-
biegu proceséw degradacyjnych zanotowano w okresie
wiosenno-letnim (II faza). Ubytek weglowodorow nastapit
wowczas na wszystkich badanych glebokosciach pryzmy
(rys. 21 3).

Produkty naftowe zostaty najszybciej wyeliminowane
z powierzchniowych warstw pryzmy. Oczyszczanie warstw
potozonych na glebokosciach 2 m i3 m przebiegato wolniej,
z uwagi na wigksza poczatkowa zawartos¢ weglowodoroéw
oraz trudnosci w napowietrzaniu gruntu. Towarzyszyt mu
wzrost liczebnosci bakterii oraz aktywnosci dehydrogena-
zowej gruntu (rys. 4 i 5). Bakterie najliczniej wystgpowaly
w powierzchniowych warstwach gruntu do 1 m. Analizy
wykazaly, ze znaczacy spadek zawartosci weglowodordw
naftowych w gruncie nastapit w punkcie P2 na przetomie
lipca i sierpnia. Zmniejszenie zawartosci wegla organicz-
nego spowodowato takze ograniczenie rozwoju mikroor-
ganizmow, stad tez w tym samym czasie zaobserwowano
gwaltowny spadek liczby bakterii (rys. 4).

1000000

Liczba bakterii, tys. jtk/g

m 30 31vi
Rys. 4. Srednia liczba bakterii w gruncie
podczas bioremediacji (P2)
Fig. 4. Number of bacteria in soil during bioremediation

(measuring point P2)
Prace bioremediacyjne kontynuowano we wrzesniu
i pazdzierniku. Wyniki przeprowadzonych w polowie paz-
dziernika analiz gruntu wskazywaty na dobra skutecznosé¢
procesu remediacji. Uzyskano zmniejszenie zawartosci
produktéw naftowych w gruncie §rednio do ok. 50 mg/kg.
Zanotowano tez mniejsza liczebno$¢ i aktywnos¢ drobno-
ustrojow. Srednia aktywnos$¢ dehydrogenazowa gruntu wy-

nosita 12,7 mgTF/g-24h (rys. 5).

Doczyszczanie pryzmy w fazie III polegato na stopnio-
wym zbieraniu powierzchniowych warstw gruntu, gdzie
oznaczonazawartos$¢ produktéw naftowych bytaminimalna.

= 80+ Podczas bioremediaciji
A

D 304 Przed
bioremediacja

Po
bioremediacji

1 2 3 1 2 3 1 2 3
Gtebokos¢, m
Rys. 5. Srednia aktywno$¢ dehydrogenazowa gruntu
Fig. 5. Dehydrogenase activity of soil
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Pozwolito to na odkrycie dolnych warstw gruntu, do kto-
rych dostgp tlenu byt wezesniej ograniczony. Poczatkowo
obnizono pryzmg o ok. 1 m. Po dwdch tygodniach inten-
sywnej bioremediacji i polepszenia natlenienia gleby uzy-
skano zawarto$¢ produktow naftowych <1 mg/kg w na-
stepnej warstwie gruntu. Umozliwilo to dalsza obnizenie
pryzmy do wysokosci ok. 1 m (180 t) i ostateczne doczysz-
czenie gruntu. Zawarto$¢ produktow naftowych w gruncie
po przeprowadzeniu III fazy procesu remediacji wahata si¢
w granicach 1,9+21,3 mg/kg. Pod wzgledem jako$ciowym
byly to weglowodory lub substancje organiczne o tem-
peraturze wrzenia odpowiadajacej weglowodorom >Cjs.
Wartosci pozostatych wskaznikdéw jakosci gruntu ulegly
zmniejszeniu do stanu sprzed bioremediacji (tab. 2).
Zaobserwowano, ze poczatkowo zawarto$¢ produk-
tow naftowych w poszczegolnych punktach pomiarowych
znacznie si¢ roznita. W toku procesu bioremediacji nasta-
pito wyréwnanie zawartosci zanieczyszczen i byly one
zblizone we wszystkich punktach poboru prébek. Zjawisko
to potwierdzila wykonana analiza statystyczna. Rysunek 6
przedstawia graficzny obraz analizy statystycznej zawarto-
$ci produktéw naftowych w gruncie na glgbokosciach 1 m,
Tabela 3. Charakterystyka fizyczno-chemiczna odcieku z pryzmy

Table 3. Results of physicochemical parameters
of the effluent from the prism

Wskaznik, jednostka

Przed
bioremediacjg
Podczas
bioremediac;ji
Po
bioremediaciji

Przewodno$¢ wiasciwa, uS/cm 1817 1322 1115

pH 7,10 7,14 7,57
Zasadowo$6é ogélna, mol/m3 20,0 10,2 7,7
Kwasowo$¢, mol/m3 1,2 0,7 0,7
Utlenialno$é, gOy/m?3 256 165 135
BZTs5, gO,/m? 430 22 25
ChZT, gOy/m3 1322 615 479
Ekstrakt eterowy, g/m? 45 34 10
Fosfor ogolny, gP/m3 0,59 1,47 0,26
Fosforany, gP/m3 0,15 nw. 0,06
Chlorki, gCI-/m3 151 147 143
Siarczany, gS04%/m3 7 131 144
Azot organiczny, gN/m?3 10,5 7,0 7,0
Azot amonowy, gN/m3 6,3 7,0 42
Azotyny, gN/m3 nw. nw. 0,03
Azotany, gN/m3 nw. nw. 3,2
Azot Kjeldahla, gN/m?3 16,8 14,0 11,2
Azot ogélny, gN/m3 16,8 14,0 14,4
Sucha pozostato$é, g/m? 2298 1438 1340
Pozostato$é po prazeniu, g/m3 1278 837 808
Strata prazenia, g/m3 1020 601 532
Ciata rozpuszczone, g/im?3 2092 1391 1260
Ciata rozp. mineralne, g/m? 1184 825 800
Ciata rozpuszczone lotne, g/m3 908 566 460
Zawiesiny ogélne, g/m?3 206 47 80
Zawiesiny mineralne, g/m3 94 12 8
Zawiesiny lotne, g/m3 112 35 72
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Rys. 6. Przedziat ufnosci (95%) wzgledem mediany
zawartosci produktow naftowych w gruncie
Fig. 6. Confidence interval (95%) for the median parameters

of petroleum product concentration in soil

2 m i3 m przed, podczas i po bioremediacji. Z zaleznosci
widaé, ze rozktad stezen produktéw naftowych byt zna-
czaco i asymetrycznie zroznicowany wzgledem mediany,
szczegolnie przed bioremediacja. Swiadczy o tym wiel-
ko$¢ zagieé na koncach tzw. skrzynek. W toku bioreme-
diacji szerokos¢ skrzynek zmalata. Zatem nalezy uznac, ze
zmalalo takze zréznicowanie stgzen produktéw naftowych
w gruncie. Po procesie bioremediacji rozrzut uzyskanych
wynikdéw byl znikomy.

Zadaniem opracowanej technologii byto takze doczysz-
czenie odcieku z pryzmy do jako$ci zapewniajacej catko-
wite zahamowanie wymywania zanieczyszczen lub ich me-
tabolitow z gruntu. W poczatkowej fazie zanieczyszczenie
odcieku bylo duze, co uniemozliwialo odprowadzanie go
do wdd i ziemi. W toku procesu bioremediacji zaobserwo-
wano wyrazng poprawe wskaznikow charakteryzujacych
jakos¢ odcieku. Przekroczone zostato jedynie ChZT oraz
w bardzo niewielkim stopniu azot amonowy. [lo§¢ wymy-
wanych z gruntu zanieczyszczen znacznie zmalata, co pod-
kresla skuteczno$¢ prowadzonych prac remediacyjnych.
(tab. 3).

Zakonczenie prac polegalo na wywiezieniu oczysz-
czonego gruntu na sktadowisko odpaddéw komunalnych.
Po uporzadkowaniu terenu sktadowania dokonano analizy
zawartos$ci produktéw naftowych w gruncie pod geomem-
brana, na ktérej umieszczona byta pryzma. Stwierdzono, ze
nie doszto do przerwania ciaglosci folii i przedostania si¢
zanieczyszczen do gruntu na wyznaczonym terenie.

Dyskusja i podsumowanie

Bioremediacja jest powszechnie znang metoda usuwa-
nia zanieczyszczen naftowych ze $rodowiska gruntowo-
wodnego. Jednakze uzyskiwana skutecznos$¢ oczyszczania
jest bardzo zroznicowana. Wynika to z bezposredniego
wplywu bardzo wielu czynnikéw fizyczno-chemicznych
i biologicznych na aktywno$¢ degradacyjng mikroorga-
nizméw glebowych [29-31]. Kontrola i regulacja tych
parametrow zapewnia optymalny przebieg procesow de-
gradacyjnych w toku oczyszczania [32,33]. Mozliwosci
takie zapewnia prowadzenie bioremediacji metoda ex situ.
Uzyskane wyniki badan wykazaly przydatnos¢ tej metody
do usuwania zanieczyszczen naftowych z gruntu. Szyb-
ko$¢ biodegradacji weglowodoréw naftowych byta wy-
soka dzigki odpowiedniej stymulacji przez wprowadzenie
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dodatkowego zrodta azotu i fosforu oraz bioaugmentacje
gruntu. Ilos¢ wprowadzanych substancji biogennych usta-
lono na podstawie wczesniej przeprowadzonych badan
wiasnych [17]. Wykorzystano takze doswiadczenia innych
autorow, ktorzy wykazali, ze wprowadzenie tego typu
substancji przyspiesza biodegradacj¢ zanieczyszczen ole-
jowych zaréwno w srodowisku wodnym, jak i glebowym
[7,8]. Zapotrzebowanie na substancje biogenne jest rézne
w zaleznosci od sktadu ilosciowego i jakosciowego popu-
lacji mikroorganizméw glebowych. Dlatego tez substancje
biogenne wprowadzane byly do gruntu partiami, zgodnie
z zapotrzebowaniem mikroorganizmdéw, co umozliwito
utrzymanie populacji mikroorganizméw na odpowiednim
poziomie. W efekcie nie doprowadzono do nadmiaru bio-
gendéw w gruncie, ktory moglby hamowaé aktywnos$¢ mi-
krobiologiczng organizméw. Po zakonczeniu bioremediacji
stanowitby one niepozadany balast stanowiacy zagrozenie
wod eutrofizacjg [3]. Po zakonczeniu procesu zawartos$é
substancji biogennych w gruncie byta zblizona do ich ilosci
przed bioremediacja (tab. 2).

Osiagnigta bardzo duza skuteczno$¢ usuwania zanie-
czyszczen naftowych mozliwa byla dzigki starannemu
doborowi mikroorganizméw autochtonicznych, ktory pro-
wadzony byt zgodnie z sugestiami innych autoréw oraz
wynikami badan wtasnych [6,9,17,18]. Stosujac bioprepa-
raty zawierajace mikroorganizmy autochtoniczne uniknie-
to etapu adaptacji mikroorganizméw do nowych warunkdéw
srodowiskowych oraz utrzymywano liczebnos¢ bakterii na
wysokim poziomie w catej objgtosci pryzmy na wszystkich
etapach oczyszczania [3,5]. Pozwolito to takze na rowno-
mierne rozprowadzenie mikroorganizméw w gruncie,
umozliwiajac biodegradacj¢ zanieczyszczen takze w gleb-
szych warstwach pryzmy [34]. Powszechnie uwaza sig,
ze w $rodowiskach niepodlegajacych skazeniu mniej niz
1% ogdlnej liczby bakterii stanowig bakterie degradujace
weglowodory. Ich liczebnos¢ wzrasta do 10% w gruntach
skazonych [3,5]. Dalszy rozw6j mikroorganizméw ogra-
niczony jest istniejagcymi warunkami S$rodowiskowymi.
Wprowadzenie aktywnych degradacyjnie bakterii i jedno-
czesna korekta parametrow majacych wplyw na ich rozwoj
w gruncie umozliwia znaczne przyspieszenie procesu bio-
remediacji. Dodatkowym, waznym, atutem bioaugmentacji
jest mozliwos$¢ sterowania zaréwno skladem iloSciowym,
jak 1 jakosciowym populacji degradatorow. Wiadomo, ze
wiele zwiazkéw wchodzacych w sktad produktéw nafto-
wych nalezy do trudnobiodegradowalnych [3,5], dlatego
tez mogly by¢ one degradowane dopiero w ostatniej fazie
oczyszczania biopreparatem zawierajacym odpowiednio
przystosowane mikroorganizmy.

Prawidtowy przebieg procesu bioremediacji uzyskano
dzigki opracowanej technologii, zapewniajacej utrzymanie
na wlasciwym poziomie wszystkich parametréw gwaran-
tujacych rozwdj mikroorganizmoéow glebowych. Uzbrojenie
techniczne pozwolito na dotlenienie wody i gruntu, rozpro-
wadzenie biogendw, mikroorganizmdéw oraz wlasciwg in-
filtracj¢ wody. System stalej recyrkulacji wody w uktadzie
pryzma—bioreaktor i wody gruntowe—bioreaktor zapewnit
prawidtowy przebieg procesu oczyszczania oraz produkcje
aktywnej biomasy stuzacej do inokulacji.

Przyjety system monitoringu pozwolil na skuteczne ste-
rowanie procesem bioremediacji. Obok analizy wskazni-
kéw fizyczno-chemicznych gruntu i odcieku z pryzmy pro-
ces bioremediacji kontrolowany byt w oparciu o wskazniki
biologiczne. Zastosowanie aktywnosci biologicznej, jako
instrumentu monitoringu wynikato z korelacji migdzy war-
tosciami tych wskaznikow a zawartoscig zanieczyszczen

naftowych w gruncie. Stwierdzono, ze liczebno$¢ mikro-
organizmoéw oraz ich aktywnos$¢ enzymatyczna znacznie
wzrastata wraz ze zwigkszaniem zawartosci weglowodo-
réw, co bylo szczegodlnie widoczne w poczatkowej fazie
bioremediacji.

Przeprowadzone badania wykazaty bardzo duza sku-
tecznos¢ opracowanej metody oczyszczania gruntu z za-
nieczyszczen naftowych. Ostateczna zawartos¢ produktéw
naftowych byta znacznie mniejsza od wartosci dopuszczal-
nych przyjetych zardwno w przypadku gruntu, jak i wod
[35,36]. Na podkreslenie zastuguje tez fakt, ze przyjety
sposdb oczyszczania gruntu byt bezpieczny dla srodowiska
i zdrowia cztowieka.
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Abstract: The aim of the study was to assess the effi-
ciency of soil cleanup from petroleum products, whose con-
centrations in the dry mass ranged from approx. 70 mg/kg
to as much as approx. 3,000 mg/kg. In order to remove
those specific, troublesome and nuisance-causing contami-
nants, use was made of the prism method consisting in the
bioaugmentation of the prism. The prism was inoculated
using an original biopreparation, which contained auto-
chthonous bacteria of the species Stenotrophomonas malto-
philia and Pseudomonas putida, isolated from the contami-
nated soil. The technical appliances used made it possible
to aerate the soil, spread biogens and microorganisms, and
control moisture content. The course of the bioremediation
process was monitored by analyzing the physicochemical
and microbiological parameters of the soil and those of the
leachate from the prism. The process itself proceeded in
three stages: preliminary (I), bioremediation (II) and after-
treatment (III). Stage (I) occurred in the winter season, un-
der conditions of limited oxygen availability and low soil
temperature. At that stage, in spite of the disadvantageous
conditions for microorganism growth, the removal of petro-
leum products from the soil varied from approx. 30 mg/kg
to approx. 2500 mg/kg, which depended on the initial con-
tent of these pollutants in the soil being biodegraded. The
bioremediation process was the most intense in the spring

and summer seasons (stage II), which were characterized
by enhanced growth and enhanced degrading activity of the
soil bacteria in the whole cross-section of the prism. The
decrease in the organic carbon concentration in the soil ob-
served at the end of stage II exerted a limiting effect on mi-
croorganism growth, thus contributing to a rapid reduction
in the number of bacteria. There was also a concomitant
decrease in the degrading activity of the microorganisms:
the value of the dehydrogenase activity of the soil averaged
12.7 mgTF/g-24 h. During stage II of the bioremediation
process the content of petroleum products in the soil was
reduced to approx. 50 mg/kg on average. The aftertreatment
of the prism (stage III) was performed in the autumn season
and consisted in the consecutive stripping of the surface
layer, where the content of petroleum products was mini-
mal. This enabled a gradual uncovering of the lower prism
layers (those with limited oxygen availability) and their
aftertreatment. Upon termination of stage III of the bio-
remediation process, the content of petroleum products in
the soil ranged from approx. 2 mg/kg to approx. 20 mg/kg.
The study has demonstrated that the technology applied
was environment-friendly and safe, and that the continuous
water recirculation in the prism—bioreactor system enabled
the aftertreatment of the leachates from the prism to the
level desired.

Keywords: Petroleum products, soil, decontamination,
bioremediation, prism method, inoculant, Stenotrophomo-
nas maltophilia, Pseudomonas putida.



